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【目 的】 
近年、ナノマテリアルの合成と機能展開に注目
が集まっている。とりわけ、中空シリンダー構造
のナノチューブ(カーボンナノチューブ、脂質ナ
ノチューブ、シクロデキストリンナノチューブな
ど)は、大きな比表面積を有するだけでなく、内
外表面に望みの機能を付与することができるた
め、分子捕捉剤、薬物運搬体としての応用が期待
されている。 
一方、我々は蛋白質からなる中空シリンダー構
造のナノチューブ(NT)を合成し、その構造と機能
の相関を明らかにしてきている。例えば、最内層
に抗体を配置したナノチューブにはB型肝炎ウイ
ルスがサイズ選択的に取りこまれる1)。しかしな
がら、これまでナノチューブの内部で高分子合成
を行った例はない。 
本研究は、リパーゼを最内層に有するナノチュ
ーブを合成し、その内孔空間でラクトンの開環重
合を行うことを目的とした(Fig. 1)。 
 
【実 験】 
1. CALB NTの合成と形態観察 
PC 膜(孔径 0.4 μm)にポリ-L-アルギニン(PLA)
水溶液([PLA]=1.0 mg/mL)10 mL とヒト血清アル
ブミン(HSA)水溶液([HSA]=2.0 mg/mL)10 mL を
交互に 2.5 サイクル積層させた後、最終層に
Candida antarctica lipase b (CALB) 水 溶 液
([CALB]=2.0 mg/mL)10 mL を通し、PC 膜の内孔
壁上に交互積層膜を作成した。PC 膜を溶解、凍
結乾燥することで白色粉末の(PLA/HSA)2PLA/ 
CALB NT(CALB NT)を得た。形態観察は FE-SEM
により行った。 
CALB の炭酸ナトリウム水溶液にフルオレセイ
ンイソチオシアネート(FITC)を添加し、室温暗所
で 5 hr 回転撹拌を行った後、PB で洗浄すること
により FITC-CALB 溶液を得た。この FITC-CALB
溶液を用いて上記方法により(PLA/HSA)2PLA/ 
FITC-CALB NT を合成した。形態観察は共焦点レ
ーザー顕微鏡(CLSM)により行った。 
 
2. CALB NTの酵素活性評価 
 CALB NT の PB (pH 7.0, 100 mM)分散液に
4-Methylumbelliferyl butyrate (MUB)のDMSO溶液
を加え([CALB]=55 nM, [MUB]=20~160 µM)、蛍
光スペクトルを経時的に 20 分間測定した(λex = 
370 nm, λem = 447 nm)。Lineweaver-Burk プロット
を作成し、ミカエリス定数(Km)、分子活性(kcat)
を算出した。 
 
3. CALB NT内孔空間における開環重合 
 CALB NT の水分散液([CALB]=0.11 µM)に
12-dodecanolactone (DDL, Mw: 198)10.4 mg を添
加し、1 日暗所で撹拌すると白色の懸濁液となる。
ガラスフィルターで CALB NT を除去し、50%メ
タノール(vol/vol)で洗浄後、乾燥させることで白
色の生成物を得た。MALDI-TOF MS、1H NMR ス
ペクトルにより生成物の構造を解析した。 
 
【結果と考察】 
1. CALB NTの合成と形態観察 
 CALB NT の SEM 観察から、中空シリンダー構
造の NT の形成を確認した(Fig. 2A)。外径は 393 ± 
9 nm、管壁厚は 47 ± 6 nm、長さは約 9 μm であっ
た。外径と長さが PC 膜の孔径と厚み、管壁が予
想値(48 nm)と一致したことから、分子設計通り
の NT ができていると考えられる。 
ま た 、 (PLA/HSA)2PLA/FITC-CALB NT の
CLSM 観察では、NT が蛍光を発していたことか
ら(Fig. 2B)、FITC-CALB が間違いなく最内層に吸
着していることがわかった。 
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Fig. 1 Ring-opening polymerization of lactone in the 
inner-pore space of nanotube. 
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2. CALB NTによる MUBの加水分解能 
 CALB NT を用いた MUB の加水分解反応
(Scheme 1)における酵素パラメーターを Table 1
に示す。CALB NTは酵素活性を保持しているが、
CALB のみを用いた場合に比べ非拮抗的阻害が見
られ、kcatは 1/40 に低下した。吸着した CALB の
酵素活性部位のうち内孔空間側を向いていない
ものがあるためと考えられる。 
 
3. CALB NT内孔空間における DDLの開環重合 
反応生成物の MALDI-TOF MS 測定を行ったと
ころ、DDL のオリゴマーに基づく分子イオンピー
クが観測され(Fig. 3)、CALB NT の内孔空間でラ
クトンの開環重合が起きていることが明らかと
なった。また、その分子量は CALB のみを触媒と
して用いた場合よりわずかに高い領域に観測さ
れた。1H NMR スペクトルの積分値から算出した
オリゴマーの重合度は 3.5 であった。 
 MUB の加水分解では、CALB NT の活性は低か
ったが、重合反応では CALB のみを用いた場合と
同等以上の高分子量体を得ることができた。NT
に DDL の油滴が取り込まれ、安定な反応場を提
供するため、重合反応が進行しやすくなったと考
えられる。 
 
【結 論】 
 最内層にリパーゼ (CALB)を有する (PLA/ 
HSA)2PLA/CALB NT を合成し、その構造を明
らかにした（外径: 393 nm, 管壁厚: 47 nm）。 
 リパーゼナノチューブはMUBのエステル加水
分解活性を保持していたが、kcat は 1/40 に低下
した。CALB の酵素活性部位のうち内孔空間側
を向いていないものがあるためと考えられる。 
 リパーゼナノチューブの内孔空間で DDL の酵
素重合が進行した。反応生成物は重合度 3.5 の
オリゴマーであったが、リパーゼのみを触媒と
した場合に比べ、高分子量体が得られた。 
 
【参考文献】 
1) T. Komatsu, et al., J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 
3246. 
 
【学会発表】 
第61回高分子学会年次大会(2012.5、横浜)、第15
回 IUPAC高分子錯体国際会議(2013.8、米国) 
 
【論文発表】 
Gold Nanoparticle Inclusion into Protein Nanotube as 
a Layered Wall Component, Langmuir 2013, 29, 
14283. 
Fig. 2 (A) SEM image of (PLA/HSA)2PLA/CALB 
NT and (B) CLSM  images of (PLA/HSA)2PLA/ 
FITC-CALB NT.  
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Table 1 Enzyme parameters for hydrolysis 
reaction of MUB catalyzed by CALB. 
  
Km 
[mM] 
kcat 
[min
-1
] 
kcat/Km 
[1/mM·min] 
CALB NT 0.18 0.72  4 
CALB 0.19 30.34 160 
 
Scheme 1 Hydrolysis reaction of MUB. 
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Fig. 3 MALDI-TOF MS of polyDDL catalyzed by 
CALB NT. 
 
